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Neue MIkroorganismen, deren Verwendung und Verfahren zur Herstellung von 
L-Alpha-Aminosauren. 



2.1. N-5-monosubstituierte Hydantoine konnen fermentativ bzw. enzymatisch in die enantiomerenreine L-a- 
Aminosaure umgewandelt werden. Aufgabe sind neue Mikroorganismen, die einfach zu kultivieren sind und hohe 
L-a-Aminosaure-Ausbeuten aus verschiedenen Substraten ermdglichen. 

2.2. Die Mikroorganismen DSM 7329 und 7330 sind geeignet zur Herstellung von L-a-Aminosauren aus 
entsprechenden Hydantoinen oder Carbamoyl-a-Aminosauren. Vorzugsweise erfolgt die Umsetzung mit ruhen- 
den Mikroorganismen. 

2.3. Herstellung von verschiedenen L-a-Aminosauren. 
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Die Erfindung betnfft neue Mikroorganismen. die bei honen spezifischen Aktivitaten die Fahigkeit 
besitzen. D-, Oder L-, Oder D,L-5-monosubstituierte Hydantome oder D-, Oder L-. Oder D.L-N-Carbamoyl-a- 
Aminosauren m die korrespondierenden, enantiomerenremen L-a-Aminosauren umzusetzen. 

Bislang sind zur fermentativen bzw. enzymatischen Umwandiung von N-5-monosubstituierten Hydantoi- 
5 nen in die enantiomerenremen L-a-Amtnosaure zahlreiche Methoden in der Literatur beschneben oder zum 
Patent angemeldet worden (s. Syldatk, C. MuMer, R., Pietzsch. M., Wagner, F,, MICROBIAL AND 
ENZYMATIC PRODUCTION OF L-AMINO AlCDS FROM D,L-5-M0N0SUBSTITUTED HYDANTOlNS in: 
Biocataiytic production of ammo acids and derivates (Rozell, J D. and Wagner, F., eds.) Hanser Verlag, 
Munchen, 1992. S. 129 - 176). 
ro Yokozeki. K., Sane, K.. Eguchi. C. Iwagami. H. and Mitsugi, K. (1986): OPTIMAL CONDITIONS FOR 
THE ENZYMATIC PRODUCTION OF L-AROMATIC AMINO ACIDS FROM THE CORRESPONDING 5- 
SUBSTITUTED HYDANTOlNS, Agric. Biol. Chem. 511 . 729 - 736 und Yokozeki. K.. Hirose. Y. and Kubota. K. 
(1986): MECHANISM OF ASYMMETRIC PRODUCTION OF L-AROMATIC AMINO ACIDS FROM THE 
CORRESPONDING HYDANTOlNS BY FLAVOBACTERIUM SP . Agric Biol. Chem.. S^. 737 - 746 be- 
15 schreibt einen Reaktionsmechanismus fiir die Hydrotyse von 5-Arylalkylhydantoinen am Beispiel von 5- 
Benzyihydantom mit einer aufgereinigten Hydantoinase aus Flavobacter sp. AJ-3912. Dabei wurden die 
relativen Geschwindigkeiten der Hin- und Ruckreaktion ermittelt und gezeigt, dal3 die Hinreaktion von D-5- 
Benzylhydantoin zum N-Carbamoyl-D-phenylalanin deutlich langsamer erfolgte. als die Hydrolyse von L-5- 
Benzylhydantoin zum N-Carbamoyl-L-phenylalanm Uber den Mechanismus der enantioselekttven Hydrolyse 
20 von 5-Alkyihydantoinen wurde keme Aussage getroffen. da D,L-5-Methylthioethylhydantoin nur In Spuren zu 
N-Carbamoyl-L-Methionin umgesetzt werden konnte. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist neue Mikroorganismen zur Verfugung zu stellen, die einfach 
zu kultivieren sind und Enzyme herstellen. die in der Lage sind, in verhaltnismaBig groBen Mengen bzw. 
Geschwindigkeiten L-a-AminosSuren aus D-. L- und/oder D.L-5-monosubstituierten Hydantoin und/oder 
25 einer D-. L- und/oder D.L-N-Carbamoyl-a-aminosaure herzustellen. Aufgabe ist auch ein entsprechendes 
Verfahren zur Herstellung von L-a-Aminos3uren sowie die Verwendung der Mikroorganismen. 

Diese Aufgabe wird mit den Mikroorganismen DSM 7329 und DSM 7330 gelost. Diese Mikroorgams- 
men wurden am 17.11.1992 bei der DSM-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Mascheroder Weg 1 B, D-3300 Braunschweig, hinterlegt. entsprechende Bescheinigungen liegen 
30 der Beschreibung bei. 

Die neu isolierten und bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen htnterlegten Mikroorganis- 
men stellen neue Arten der Spezies Arthrobacter dar. 

Das Verfahren zur Herstellung von L-a-Aminosauren durch enzymatische Umsetzung eines D-, L- 
und/oder D.L-5-monosubstituierten Hydantoins und/oder einer D-, L- und/oder D.L-N-Carbannoyl-a-amino- 
35 saure wird durchgefuhrt, indem die Umsetzung mittels des oder der Mikroorganismen DSM 7329 und/oder 
DSM 7330 und/oder mittels von diesen Mikroorganismen produzierten Enzymen erfolgt. 

Wenn das Verfahren mit den Mikroorganismen selbst durchgefiihrt wird, dann erfolgt dies vorzugsweise 
mit ruhenden oder abgetoteten Mikroorganismen. damit diese das Substrat nicht selbst verwerten. 

Wenn das Verfahren mittels den von diesen Mikroorganismen produzierten Enzymen erfolgt. dann kann 
40 dies mit emer Maische der Mikroorganismen (z. B. erhalten mittels einer French Press oder Glasperlenmuh- 
le). einem Rohextrakt oder mit mehr oder weniger aufgereinigten Enzymen der Mikroorganismen erfolgen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung des Mikroorganismus DSM 7329 und/oder des 
Mikroorganismus DSM 7330 zur Anzucht von Mutanten oder Varianten dieser Mikroorganismen 
Oder zur Gewinnung eines eine Carbamoylase oder Hydantoinase und- oder Hydantoinracemase codieren- 
45 den Gens 

Oder zur Insertion eines eine Carbamoylase und/oder Hydantoinase und.'oder Hydantoinracemase codieren- 

den Gens in einen Mikroorganismus oder eine Zelle 

Oder zur Herstellung einer L-ot-Aminosaure. 

Die Anzuchr von Mutanten oder Vananten dieser Mikroorganismen kann z. B. durch Selektion spontan 
50 vorkommender Mutationen erfolgen. Andere Moglichkeiten smd z B. die Mutationen durch Einwirkungen 

von chemischen Stoffen und oder radioaktiver Strahlung und oder UV-Licht. 

Die Gewinnung eines oder mehrerer Gene aus den Mikroorganismen dient z. B. der Sequenzanalyse 

der Gene fur die Enzyme Oder zur Insertion in einen Mikroorganismus, wobei durch Auswahl des 

Mikroorganismus, in den das Gen insertiert wird. ein Mikroorganismus erhalten werden kann. der groGere 
55 Mengen des oder der fur das oben beschriebene Verfahren entscheidenden Enzyme produziert. U. U. kann 

das Gen auch m eine tierlsche oder pflanzliche Zelle eingebaut werden. Der Einbau des Gens erfolgt mit 

den in der Mikrobiologie ublichen Methoden. z. B. uber einen Vektor. 
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Die beschnebenen neuen Mi^roorgamsmeft steilen eme Reihe /on Enzymen in solchen Mengen her. 
da3 die Zellmasse fur die oben beschnebenen Verfahren eme sehr hohe Aktivitat hat Bislang smd kerne 
Stamrne mit emer hdheren Akttvttat fur diese Verfanren Dekannt. 

Das oben beschnebene Verfahren zur Hersteiiung von L-a-Aminosauren verlauft nnit den Mikroorganis- 

5 men der vorliegenden Erfiridung bzw. deren Enzymen praktisch stereospezifisch. wobei die verschiedensten 
5-substituierten Hydantome umgesetzt warden konnen. Gema/3 dem spater wiedergegebenen Reaktions- 
schema warden die entsprechenden Amincsauren erhalten. Gema3 der vorliegenden Erfindung kann der 
Rest im Hydantom etn Alkylrest sein. verzweigt sem, cyclisch sem. mit einem Oder mehreren Heteroatonnen 
substituiert sain, aromatisch sem, heteroaromatisch sem, etc. Schwiengkeiten bereiteten ledigltch 5-Methylh- 

w ydantoin, 5.5-disubstituierte Hydantome, nnehrfach substituierte Phenylhydantome. wie 5-3'-Methyl-4'-annmo- 
methylphenylhydantom, sperrige Substituenten unmittelbar ann Hydantom, wie 5-t-Butylhydantoin sowie 
Reste mit geladenen Substituenten nahe am Hydantom, wie z. B. 5-;3-Carboxylethylhydantoin, 5-7-Ammo- 
propylhydantoin,5-5-Ammobutylhydantoin. Umsetzen Iiei3en sich hmgegen eme Vielzahl von Verbmdungen. 
wie z. B. 5-substituierte Hydantome mit dem Substituenten Isopropyl, N-Propyl, N-Butyl. Methylthioethy I, 

15 Isobutyl, Indolylmethyl, Cyclohexylmethyl, Benzyl, Naphthylmethyl, Phenyl, wobei die unterschiedlichsten 
Substituenten moglich sind, z. B. am Benzyl, p-Fluor, p-Chtor. p-Amino. p-Methoxy. p-Carboxyl. Dem 5- 
Substituenten im Hydantoin bzw. der N-Carbamoylaminosaure konnen somit keine grundsatzlichen Ein- 
schrankungen zugesprochen werden. da auf Grund der Vielzahl von mdglichen Substituenten und der 
Vielzahl der moglichen Funktionalisierungen der Substituenten bzw. der Aminosaure-Reste grundsatzlich 

20 alle typischen 5-substituierten Hydantoine Oder entsprechende N-Carbamoylaminosauren als Substrat in 
Betracht kommen. 

Im Europa Patent 0 159 866 B1 wird em Bakterium der Gattung Arthrobacter sp. DK-200 beschrieben. 
welches L-a-Ammosauren aus dem korrespondierenden 5-Arylalkylhydantomen und/oder aus der entspre- 
chenden N-Carbamoylaminosaure bilden kann. Hier wird lediglich die Synthase von L-Phenylalanin. L- 
25 Tryptophan und L-Tyrosin beschrieben. Uber spezifische Enzymaktivitaten oder den enzymatischen Mecha- 
nismus werden kerne Angaben gemacht. 

Arthrobacter sp. DK-200 unterscheidet sich eindeutig von den neuen Mikroorganismen Arthrobacter sp. 
DSM 7329 und DSM 7330: 

Arthrobacter sp. DK-200 kann Starke nicht hydrolytisch spalten. dies ist ein entscheidendes physiologisches 
30 Merkmal zur Identifizierung der Arten innerhalb der Gattung Arthrobacter. Ferner zeigt der Stamm keine 
Ureaseaktivitat und in Bezug auf Denitrifizierung wird der Stamm als positiv eingestuft. Ferner ist Wachstum 
des Stammes Arthrobacter DK-200 nicht mehr bei einer Temperatur uber 33,2*0 zu beobachten. Weiterhm 
bestehen Unterschiede physiologischer Merkmale wie m der Verwertung von Milchzucker als Kohlenstoff- 
quelle sowie m der Saurebildung aus Zuckern (L-Arabinose negativ und Glycenn positiv) wie aus der 
35 Tabelle 1 zu ersehen ist. 



Tabelle l 



Physlologische und Bakteriologische 


Elgenschaften 


DSM 7329 


DSM 7330 


DK 200 


Denitrifizierung 






+ 


Hydrolytische Spaltung von Starke 


+ 


+ 




Urease 


+ 


+ 




Wachstum bei 


33 "C 


35-C 


17.8-C 


nicht bei 


>34'C 


>36-C 


>33.3*C 


Wachstum bei [% NaCI] 


2 % 


5 % 


2 % 


nicht bei 


>3 % 


>6 % 


>5 % 


Bildung von Sauren aus Zucker: 








L-Arabmose 




+ 




Glycenn 






+ 


Verwertung von Kohlenstoffquellen 








Milchzucker 


+ 


+ 
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In der Patentschrift DE 37 12 539 C2 werden 3 Mikroorganismen beschneben. DW 3 (DSM 3745). CW 
4 (DSM 3746) und CW 5 (DSM 3747) die m die Gruppe der saprophytischen. aeroben Coryneforme 
Bakterien einzuordnen sind. Diese Mikroorganismen smd befahtgt. aus den korrespondierenden 5-Arylat- 
kylhydantomen und N-Carbannoyi-a-anninosauren die entsprechende aromatische L-a-Ammosaure freizuset- 

5 zen. Es wird ferner die Unnsetzung von D-.L-S-Methylthioethylhydantoin uber D-N-Carbamoylmethionin zu 
L-Methionin beschneben. Fur diese Unnsetzungen werden keine spezifischen Produktivitaten fur die 
emgesetzten Orgamsmen angegeben. Die Umsetzungen von D-N-Carbamoylannmosauren zu L-Anrnnosau- 
ren wird durch die Anwesenheit emer Racemase auf die Ebene der N-Carbamoyizwischenverbmdungen 
begrundet (DE 37 12 539, S. 2, Z. 42 - 44). In der neuesten Veroffentlichung uber den Stamm DSM 3747 

w wtrd eine Beteiiigung einer D-N-Carbamoylammosaure bei der Gewinnung von L-Ammosauren aus den 
korrespondierenden D,L-5-monosubstituierten Hydantoinen nicht mit einbezogen (vgl. Syldatk, C, Muller, 
R.. Pietzsch. M., Wagner. F.. MICROBIAL AND ENZYMATIC PRODUCTION OF L-AMINO AlCDS FROM 
D.L-5-MONOSUBSTITUTED HYDANTOINS in: Biocalalytic production of amino acids and derivates (Rozell. 
J. D. and Wagner. F.. eds.) Hanser Verlag, Munchen. 1992. S. 129 - 176). Die Unterscheidung der in der 

/5 Patentschrift DE 37 11 539 beschriebenen Mikroorganismen DSM 3745 bis DSM 3747 gegenuber den 
beiden Mikroorganismen DSM 7329 und DSM 7330 ist auf physiologischer Ebene eindeutig, wie aus der 
Gegenuberstellung aus Tabelle 2 hervorgeht. 

Tabeile 2 

20 



Physiologische und Baktenologische 


Eigenschaften 


DSM 7329 


DSM 7330 


DSM 3745 


DSM 3746 


DSM 3747 


gram-Farbung 


+ 


+ 


+ /- 






Oxidase 






+ 






Wachstum mcht uber 


34 


36 


37 


35 


35 


Bildung von Sauren aus Zucker 












L-Arabinose 


+ 


+ 


+ 






D-Sorbit 


+ 










Verwertung von Kohlenstoffquellen 












Glycerin 






+ 


+ 


+ 


Starke 






+ 




+ 


Citronensaure 






+ 


+ 


+ 



Es sind eine Reihe von Verfahren zur Herstellung von aliphatischen L-a-Aminosauren. ausgehend von 
5-Alkylhydantoinen oder den entsprechenden N-Carbamoylaminosauren. bekannt. 

40 In der Patentschrift DE 37 02 384 A1 (US-Patent 5 071 752) wird die Bildung von L-Amtnosauren aus 

den korrespondierenden 5-substituierten Hydantoinen am Beispiel von L-Leucin. L-Valin und L-Cystein mit 
dem Mikroorganismus Nocardia spec. DSM 3306 beschneben. Jedoch wurde weder die spezifische 
Aktivitat angegeben noch ein Mechanismus fur die Hydantoinhydrolyse vorgeschlagen. 

Nach dem japamschen Patent Sho 55-29678 lafit man ein Corynebacter sepedonicum auf L- Oder D.L- 

45 N-Carbamoylmethionin einwirken, wobei das im Substratgemisch enthaltene L-N-Carbamoylmethionin in L- 
Methionln umgesetzt wird. Nach diesem Verfahren kann jedoch nur das L-enantiomere Substrat in L- 
Methionin uberfuhrt werden, wahrend das D-N-Carbamoylmethionin nicht umgesetzt wird. Ebenso wird in 
der japanischen Patentschrift JP-B-29678/80 ein ProzeB beschrieben. in dem aus D.L-N-Carbamoylmethio- 
nin mit einem mikrobiellen Enzym L-Methionin gebildet wird. Nach der Umsetzung ist eine Trennung von L- 

50 Methionin von dem nicht umgesetzten D-N-Carbamoylmethionin erforderlich. 

Guivarch, M.. Gilionmer, C. and Brunie. J.-C (1980): OBTENTION D AMINO ACIDES OPTIQUEMENT 
ACTIFS A L'AIDE D'HYDANTOINASES, Bull. Soc. Chim. Fr. No. U2, 91 - 95, beschretbt die Bildung von L- 
Methionin aus D.L-5-Methylthioethylhydantoin mit Arthrobacter ureafaciens, dabei wird eine Racemisierung 
auf der Zwischenstufe von D- und L-N-Carbamoylmethionin angenommen. Dieser Reaktionsweg findet m 

55 den neuen Mikroorganismen DSM 7329 und DSM 7330 nicht statt. 

Im japanischen Patent (B 2) Hel 4-39316 werden zwei neuartige Arthrobacter spec. DP-B-1001 und DP- 
8-1002 beschrieben. die aus 5-substituierten Hydantoinen und aus N-Carbamoylaminosauren. unabhangtg 
ob sie in der D-. der L-. der D.L-Form Oder als Gemisch vorliegen. die entsprechenden L-Aminosauren 
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bilden. Ober etnen Reaktionsmechanisnnus wird m dieser Patentschnft kerne Aussage gemacht Diese 
neuartigen Mikroorgamsmen unterscheiden sich aber wesenthch m ihren physiologischen Merkmalen 
gegenuber den Orgamsmen DSM 7329 und DSM 7330. wie aus Tabelle 3 zu erkennen ist. AuGerdem 
bestehen deutliche Unterschiede in den spezifischen Aktivitaten zur Umsetzung von D-N-Carbamoylmethio- 
nin zu L-Methionm. wie in Tabelle 4 aufgezeigt ist. 



Tabelle 3 



w 



Phy siologi sche und B a k te rioiogi s che Eigen s cha f t en 



OSM 



OSM 



?5 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



so 





7329 


7 3 3 0 


100 1 


1002 


Hyd roly t i s Che Spaltung 










von Starke 


+ 


+ 






UJachstum bei C^Cl 


33 


35 


30 


30 


nicht Ober C°C3 


34 


36 


37 


37 


Wachstum bei C7. NaCl] 


2 /. 


5 X 


2 7- 


2 7. 


nicht uber 


3 t 


6 t 


5 t 


5 /. 


N a hr s t o f f bed a r f 






Biot . 


Biot 


Verwertung v. Malonat 




■¥ 






Bildung von Saure aus 


Zuc k e r : 








D- Sorbi t 




♦ 






I nos i t 










Glycerin 






■♦■ 




Verwertung von Koh len s t o f f q u e lien : 








D- Sorbit 


*■ 








Glycerin 










Ad on it 










E tha nol 










P - Ala ni n 






♦ 




L-Ornithin 










L - Th reoni n 










L- Valin 
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Phy s iologi s Che und B a k t er iolog x s che Eigens cha f ten 

OSM OSM 

7329 7330 100 1 1 002 

Essigsaure - - ♦ 

D , L - Milch saure - - ♦ ♦ 

Propionsaure - - ♦ ♦ 

mes o- Wein s a ure - ♦ - 

m- Hyd roxy benzoe s a ure - _ ♦ ^ 

Hydroxy benzoe sa ure - - ♦ + 

Malonsaure * i- * - 

Ber n s t ein s a u re - > ♦ ^ 

Citronensaure - - i- + 

Gluconsaure - - ^ ■^ 

Fumarsaure ♦ - ♦ ♦ 

Harnsaure - + 



Die Berechnung der Spezifischen Aktivitaten ganzer Zellen erfolgte nach folgender Gleichung: 



30 



s pez . 



mmoi bzw. g umgesetztes Substrat 



g BFM«h 



35 



Tabelle ^: 



40 



Nach der JP (B 2) Hei 4-39316 verfugt der Japanische 
Stamm OP-B-1001 uber foigende Spezifische Aktivitaten 
fur 0- N- Ca r bamoy Ime thionin : 



45 



2.0 ( mmoi ) 



s pez . 



10 ( g BFM ) . 48 ( h ) 



= 0.O0A17 (mmol/g BFM X h) 



50 



55 



6 



10 



75 



25 



30 



35 



45 
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Unter Identischen Bedingungen verfugt der Stamm 
DSM 7330 uber folgende Spezifische Aktivitaten fur 
D-N- Ca rbamoylme thionin : 



2.6 ( mmo 1 ) 

^ . = 0.0124 (mmol/g 8FM X h) 

• 1 0 ( g BFM ) • 2 1 C h ) 



d. h. eine Steigerung der Spezifischen Aktivitaten fur 
0-CM unter den in der o. g. JP-B. Beispiel 1 
angegebenen Bedingungen urn den Faktor 3.3 bezogen auf 
(g/g BFM X h) 

Unter Verwendung ernes anderen Puffers (0.1 M 
20 Na-Carbona t-Puf -f er , pH : 8.5) und doppelter 

Subs tratzugabe wurde eine Spez. Aktivitat von: 



5.2 ( mmol ) 

3 = 0.0246 (mmol/g BFM X h) 

^P®^* 10 (g BFM) -21 (h) 



ermittelt. d. h. eine weitere Steigerung auf den 
Fa k tor 6.5. 

Unter veranderten Bedingungen (0.2 M T r i s / H CI- P u f f er . 
pH: 8.0, 30°C, ohne Begasung und ohne sonstige 
Zusatze) wurde folgende Spezifische Aktivitat 
ermittelt : 



4.24 (mmol ) 

A = = 0.045 (mmol/g BFM X h) 

10 ( g BFM )• 9.33 ( h ) 



spez . 



d. h. eine weitere Steigerung auf den Faktor 12 

BFM: Bak terienf euchtma 3 se ; 
D-CM: D- N - Ca r bamoy Imethionin 



Mit der vorliegenden Erfindung erfolgte die Isolierung zweier neuer Arthrobacter spec. DSM 7329 und 
DSM 7330, die gegenuber dam Stand der Technik eine deutl'Ch erhohte Produktivitat aufweisen und 
vorwiegend aliphatische L-Aminosauren, wie z. B. L-Methionin aus D-. und Oder L-. und/oder D,L- eines 5- 
55 nnonosubstituierten Hydantoins und Oder der korrespondierenden N-Carbannoyl-aminosaure und/oder emenn 
Gemisch aus den beiden erwahnten Substanzklassen nach dem m Schema 1 wiedergegebenen neu 
aufgeklarten Reaktionsmechamsnnus herstellen. "Alky!" steht hier nur beispielhaft fur das o g. Substrat- 
spektrunn. Die Pfeilstarke steht fur die gefundenen Geschwmdigkeiten 
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Schema 1 



5 



10 



Hydontoinose 



15 



20 



26 



30 



35 



40 



HN NH 

Y 

O 

D-5-Alkylhydantoin 



H,0 




Rocemase 

und/oder 
chemische 
Rocemisierung 



HN NH 

T 
0 

L-5-Alkylhydantoin 



Hydontoinose 
1- H2O 



H2O 



H 



■COOH 

HN NHj 

if 
0 

N-Corbomoyl- 
O-olpho-aikylominosaeure 



H 



COOH 



HN NH2 

Y 
0 

N-Corbannoyl- 
L-olpho-alkylaminosaeure 



♦ H9O 



N-Corbannoyl-L-Aminosaeure 
Amidohydrolose 



- CO2 

- NH3 




45 




COOH 
NH2 

L-alpha-Atkylaminosoeure 



50 Die Erfindung wird im folgenden anhand von Beispielen naher ausgefuhrt. 

Beispiel 1: Isolierung der Mikroorganlsmen 

Jewells 50 ml eines synthetischen Mediums mit D,L-5-Methylthioethylhydantoin als alleinige Stickstoff- 
55 quelle der Zusammensetzung 
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KH: POi 


1.0 gl 


K:.HP04 


1.816 g 1 


MgSOt ■ 7 H2O 


0.123 g 1 


CaCl2 • 2 H2O 


0.017 g 1 


FeSOi ' 7 H2O 


0.006 g i 


Glucose 


5.0 g l 


D,L-Methy)thioethylhydantoin 


1 .0 g. 1 


Spurenelementlsg. 


10 ml i 


pH: 7.0, 



wobei die Spurenelementtdsung folgende Zusammensetzung hat; 



Ethylendiamintetraacetat{Na") 


500 mg/l 


FeSO* ' 7 H2O 


200 mg/l 


ZnS04 * 7 H2O 


10 mg/l 


MnCi2 ' 4 H2O 


3 mg, l 


H3BO3 


30 mg/l 


C0CI2 * 4 H2O 


1 mg/l 


CuCl2 ' 2 H2O 


1 mg/l 


N1CI2 * 6 H2O 


1 mg/l 


Na2Mo04 • 2 H2O 


3 mg/l, 



werden mit 1 g Bodenprobe verschiedenster Slandorte in 500 ml Erienmeyerkolben mit Schikanen bei 
30 *C, pH: 7,0 und 100 Upm auf eine Rotatlonsschuttelmaschine (Braun, Melsungen) 4 Tage mkubiert. 
AnschlieGend werden jeweils 1 ml dieser Suspension in frischer steriler der o. g. Nahrlosung uberimpft und 
erneut 4 Tage bei 30 'C, pH: 7,0 und 100 Upm auf der Rotatlonsschuttelmaschine mkubiert. Nach 10 
Kultivierungspassagen wird jeweils die Suspensionskultur Uber eme Verdunnungsreihe auf Agarplatten auf 
einem Komplexmedium ausgestrichen bis nach Inkubation bei 30 *C nach 3 Tagen Einzelkolomen aufge- 
wachsen sind. Die Etnzelkolonien werden In bekannier Weise in Reinkultur gebracht. 

Zusammensetzung des Komplexmediums fur die einzelnen Mikroorganismen-Stamme: 



Glucose 


10.0 g/l 


TechR. Hefee<trakt 


0.5 g.'l 


Zitronensaure 


0.5 g/l 


MgS04 -7 H2O 


0.1 g/l 


CaCl2 '2 H2O 


0.05 g/l 


KH2PO* 


1.0 g/l 


K2HPO4 


1.816 g/l 


Spurenelementlsg. 


10.0 ml 1 


Agar 


20 0 g-l 


pH: 7.0 



Zur Prufung auf die enzymatische Aktivttat zur Gewinnung von L-a-Aminosauren aus D.L-5-monosubsti- 
tuierten Hydantoinen werden die so erhaltenen Reinkulturen wie foigt m Submerskulturen gezuchtet: 
In einem 500 ml Erienmeyerkolben mit Schikanen werden 100 ml steriles Nahrmedium I mit emer 

50 Abschwemmung einer neu erhaltenen Reinkultur beimpft und be« 30 'C. pH: 7,0 und 100 Upm auf der 
Rolationsschuttelmaschine 24 h lang inkubiert. Von der so erhaltenen Suspenionskultur werden 500 ml 
stehles Nahrmedium II in einem 2000 ml Erienmeyerkolben mit Schikanen mit 10 ml der Vorkultur beimpft. 
Die erneute Kultivierung erfolgt uber 36 h bei 30 'C, pH. 7.2 und bei 100 Upm auf der Rotatlonsschuttelma- 
schine Danach werden die Zellen abzentnfugiert und zweimal mit 0.9 %-iger NaCI-Losung gewaschen. Die 

55 so erhaltene Zeiifeuchtmasse kann entweder sofort auf die enzymatische Aktivitat gepruft aber auch bei 
-18* C bis zu mehreren Wochen zwischengelagert werden. 
Nahrmedium I setzt sich wie folgt zusammen: 
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Glucose 


10.0 g 1 


(NHa):;SOi 


6 50 g 1 


Zitronen ssure 


U-j^: g 1 


MgSO* ' 7 H: 0 


0.20 g 1 


CaCl2 ' 2 H-0 


0.02 g 1 


MnCl2 • 4 H2O 


0.02 g 1 


FeS04 * 7 H2O 


0.02 g 1 


KH2PO* 


4.54 g 1 


KsHPOi 


7.61 g..i 



Das Nahrmedium II hat folgende Zusammensetzung: 



Glucose 


15.0 g l 


Techn. Hefeextrakt 


1.0 g/l 


(NH4)2S04 


6.50 g/l 


Zitronensaure 


0.62 g/l 


MgSOi ' 7 H2O 


0.40 g/l 


CaCb '2H2O 


0.04 g/l 


MnCl2 * 4 H2O 


0.04 g/l 


FeSO* • 7 H2O 


0.04 g/l 


KH2PO* 


3 .40 g'l 


Na2HP0* * 2 H2O 


4.42 g/l 


D,L-5-lndolylmethyi-N-3-nnethylhydantoin 


0.25 g/l 



Die enzymatische Aktivitat der so erhaltenen Zellfeuchtmasse (BFM) wird unter folgenden Reaktionsbe- 
dingungen verglelchend getestet: In 50 ml 0.2 molaren Tns/HCI-Puffer pH: 8.0 werden 50 mg D,L-5- 
Methylthioethylhydantoin und 2,5 g BFM zugesetzt und 24 h bei 30 'C inkubiert. Danach wird die 
30 Zellsuspension zentrifugiert und der klare Oberstand mittels HPLC-Analytik untersucht. Als besonders aktiv 
haben sich zwei Stannme herausgestellt, die bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen (DSM) 
unter den Nummern DSM 7329 und DSM 7330 hinterlegt sind. Sie haben folgende physiologische und 
bakteriologische Eigenschaften, die in Tabelle 5 zusammengestellt smd. 

35 



40 



45 



50 
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Tabelle 5 : 

Phy siologische und B a k t er iologi s che E igen s ch a f t en 

OSM DSM 
7 329 7330 

E igen s ch a f ten 

ZellgrdBe (L'0) CO. 3 - 0.6) * (0.1 - 0.2)Mfn 

Zellform kurze Stabchen 

Pleomgrphie * * 

Beweglichkeit 
GeiBeln 

20 Gram-Farbung ^ * ^ 

Sporen 

S a urebe s t a nd igke i t 
Reduktion von Nitraten 
Oen i t r i f iz ie r u ng 
MR-Test 
VP-Test 

Hydroly tische Spaltung 
von Starke * * 

V e rwe rtung von anorgani- 
35 schen S t ick s t o f f q ue i len ♦ ♦ 



25 



30 



Phy siologische und Bakteriologi sche Eigenscha f ten 

OSM DSM 
73 29 7330 

Bildung von Farbstoffen 

Urease * * 
Oxidase 

Katalase ♦ * 
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45 



Phy s iologi sche und Bakteriologi sche Eigen s cha f t en 

OSM OSM 

7 3 29 7 330 



Wachstum bei C°C] 33 35 

nicht liber C°C] 34 3 6 

w 

Wachstum bei C 7. Na CI 3 2 7. 5 7. 

nichtuber 3Z 6X 

Verhalten gegenuber 

'5 Sauerstoff (aerob ) ♦ * 

Na h r s to f f beda rf 

Glucon s a u reoxid a t ion 

20 Verwertung v- Malonat + * 

Bildung von Saure aus Zucker: 

L-Arabinose * * 

25 

0-Xylose ♦ * 

D-Glucose * * 

D-Mannose + * 

^° 0-Fructose + * 

□-Galactose + * 

Maltose * ♦ 

35 Rohrzucker ♦ * 

Milchzucker * * 

Trehalose * **" 

0-Sorbit * 

D-Mannit * * 

Inosit ♦ * 
Glycerin 
Starke 

Raffinose + * 
Adonit 

50 Rhamnose ♦ ^ 
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Phy siologische und B ak teriologische Eigen scha f t en 

DSM OSM 



7329 733 0 



Verwertung von Kohlen s t of f quellen 

L- Arabinose * 

0-Xylose * 

D-Glucose * 

0 -Ma nno s e * 

0- Fructose * 

0-Galactose * 

Malzzucker * 

Rohrzucker * 

Milchzucker * 

Threha lo s e * 

D-Sorbit ♦ 

0 -Ma nni t * 

I no s it * 
Glycerin 
Starke 

Raffinose * 



35 

Phy siologi sche und Bakteriologische Eigen s cha f te n 

OSM OSM 

7 3 29 7 3 3 0 



40 



45 



Adonit - 

Rhamnose * * 

Ethanol * * 

p-Alanin * 

0 . L- Arginin + * 

50 L-Histidin + * 
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w 



?5 



20 



30 



35 



45 



Phy sxologische und Ba k terioiogische Eigen s ch a f t en 

OSM OSM 
7329 1220 



L-Ornithin 
L- Threonin 
L- Valin 
Ameisensaure 
Essigsaure 
Buty r a t 

0 . L -Milchsa ure 
Propionsaure 
me s o- Weln s a ur e 
D- ( - )-Weinsaure 
m-Hydroxybenzoesaure 
25 p- Hydroxy benzoe s a ure 

Glycolsaure 
Malon saure 
Bernstein saure 
Citronen saure 
a-Ketoglutarat 
P y r u V a t 
Glyoxyla t 
Gluconsaure 
F uma r s a ur e 
40 Pimelinsaure 
Harnsaure 
Hippur saure 
Ad ipinsaure 
Glutarsaure 
Pa nthothen saure 
L a vulin s a ure 
Ci tra con sa ur e 



50 
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Phy s iologi s Che und B a k t e r i o 1 og i s ch e Eigen s cha f ten 

OSM OSM 
7329 7330 

Azelainsaure 
1 1 a con s a u re 

Betain + * 

L-Methionin 

L-Tryptophan 

L- Phenylala nin 



Durch chemische und/oder phystkalische Mutation Oder durch Selektion in kontinuierlicher Kulturfuhrung 
konnen aus diesen Mikroorganismen Mutanten oder Varianten angereichert werden mit erhohten und. Oder 
20 stabileren Enzymaktivitaten. 

Beispiele fur die Umsetzungen von D,L-5-monosubstituierten Hydantoinen, die mit den erfindungsgema- 
Gen Mikroorganisnnen uber die N-Carbamoyl-a-Anninosauren zu L-a-Aminosauren entsprechend denn ge- 
zeigten Reaktionsmechanismus hydroiysiert werden konnen, sind in Tabelle 6 aufgefuhrt, mit beiden 
Stammen werden im Bereich der MeBgenauigkeit die gleichen Ergebmsse gefunden. 

25 
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w 



ts 



20 



25 



30 



35 



40 



Tabelle 6 



R= Einsaiz D.L-Hydantoia N-CarbamoyU L^-Amino- 

[mMol] [mMol] derivai sfiure 

[mMol) [mMol] 



CH.-CHz-CH— 0.64 3.S4 8.3 




8.6 



1.02 3.06 6.12 




10.4 




8.8 



- : nicht nachweisbar 

45 Reaktionsbedingungen: Die angegebene Substratkonzentration wird in 50 ml 0.1 M Natrium-Carbonat- 
Puffer pH: 8.5 mit 1.5 g BFH bei 30 'C uber 24 h inkubiert. 

Beispiel 2: Anzucht der Biomasse 

50 Ein 500 ml Erienmeyerkolben mit 100 ml sterilem Nahrmedium I wird mit einer Platinose des Stammes 

DSM 7330 von einer Schragagarkultur beimpft und auf der Rundschuttelmaschine bei 100 Upm und 30 'C 
kultiviert. Nach emer Inkubationszeit von 24 h dient diese Suspensionskultur als Irnoculum fur die 2. 
Vorkultur. Zehn 2000 ml Erienmeyerkolben mit 500 ml sterilem Nahrmedium I werden je mit 10 ml der 1. 
Vorkultur angeimpft und erneut 24 h bet 100 Upm und bei 30 *C tnkubiert. Nach der Inkubationszeit dient 

55 diese Vorkultur II als Inokulum fur einen 50 I Bioreaktor. Dieser ist ausgerustet mit einem intensorsystem 
und wird mit 45 I Nahrmedium entsprechend der Zusammensetzung des Nahrmediums II versetzt. bei pH: 
6,5 und einer Temperatur von 121 'C und ca. 1 bar Uberdruck 30 min stenlisiert. Nach Abkuhlen auf 30 'C 
wird mit 10 %iger NaOH auf pH 7.0 emgestellt und anschlieBend mit der Suspensionskultur aus Vorkultur II 
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angeimpft. Die Zuchtung erfotgt bei 30 und emer Ruhrerdrehzahl von 400 Upm und emer Beluftungsrate 
von 0.8 V V m. Nach 18 h wird die Zelifeuchtmasse abzentrifugiert und anschlieGend mit 0.9 °oiger 
Kochsalzlosung zweimal gewaschen. Die so erhaltene Zelifeuchtmasse kann sofort. oder nach Zwischenla- 
gerung bei -18 *C zu einem spateren Zeitpunkt fur die enzymatische Umsetzung verwendet werden. Es 
5 werden 1.725 kg Zetlfeuchtmasse erhalten. 

Analog wird der Stamnn DSM 7329 gezuchtet. dabei werden 1.69 kg Zellfeuchtnnasse, entsprechend 
0.34 kg Zelltrockenmasse. erhalten. 

Beisptel 3: 

10 

83 g Zelifeuchtmasse von DSM 7330 und 20 g (115 mM) D,L-Methylthioethylhydantoin werden m 1000 
ml 0.1 M Soerensen-Puffer pH: 8.0 suspendiert und bei 35 *C, bei N2-Begasung m einem 2 I Ruhrreaktor 
unter RUhren 28 h inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen abzentrifugiert und der Uberstand mittels 
Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) analysiert. Im Uberstand wurden 16.4 g (110 mM) L-Methio- 
75 nin nachgewiesen. 

Ausbeute = 95.6 % d. Th. 

Beispiel 4: 

20 100 g Zelifeuchtmasse von DSM 7330 und 10 g (52 mmol) D-Carbamoylmethionin werden in 1000 ml 

0.2 M Tns, HCI-Puffer, pH 8.0 bei 30 * C suspendiert und ohne Begasung in einem 2 I Ruhrreaktor unter 
Ruhren 9 h inkubiert. Nach Zenlrifugation werden im Uberstand 6.6 g {44 mmol) L-Methionin nachgewiesen. 
Ausbeute = 84.6 % d. Th. 

25 Beispiel 5: 

100 g Zelifeuchtmasse von DSM 7329 und 10 g (52 mmol) L-Carbamoylmethionin werden in 1000 ml 
0.2 M Tris. HCI-Puffer, pH 8.0. 30 • C suspendiert und ohne Begasung In einem 2 I Ruhrreaktor unter RCihren 
3,5 h inkubiert. Nach Zenlrifugation werden im Uberstand 7.68 g (51.5 mmol) L-Methionin nachgewiesen. 
30 Ausbeute = 99 % d. Th. 

Beispiel 6: 

100 g Zelifeuchtmasse von DSM 7330 und 10 g (52 mmol) D,L-Carbamoylmethionin werden m 1000 ml 
35 0.2 M Tris'HCI-Puffer, pH 8.0, 30 * C suspendiert und ohne Begasung in einem 2 I Ruhrreaktor unter Ruhren 
9 h inkubiert. Nach Zentnfugatton werden im Uberstand 7.16 g (48 mmol) L-Methionin nachgewiesen. 
Ausbeute = 92 % d. Th. 

Beispiel 7: 

40 

100 g Zelifeuchtmasse von DSM 7330 und 10 g Technisches Hydantoin, bestehend aus 10 4 mmol D,L- 
Carbamoylmethionin und 41.6 mmol D,L-Methylthioethylhydantoin, werden in 1000 ml 0.2 M Tris HCI-Puffer, 
pH 8.0 30 'C suspendiert und ohne Begasung in einem 2 I Ruhrreaktor unter Ruhren 15 h inkubiert. Nach 
Zenlrifugation werden im Uberstand 7.01 g (47 mmol) L-Methionin nachgewiesen. 
45 Ausbeute = 90.3 % d. Th. 

Beispiel 8: Herstellung eines Rohextraktes und gereinigter Enzymldsung 

Die MIkroorganismen DSM 7329 bzw. 7330 werden in einer GlasperlenmOhle ca. 15 min aufgeschlos- 
50 sen und anschliefiend die Blomasse durch Zentrifugleren abgetrennt. Der Uberstand ist der Enzym- 
Rohextrakt und enthalt ca. 21 g/l Protein. 

Zur Isolterung der in dem Rohextrakt enthaltenen Hydantomase wird dieser nach ubiichen Methoden 
aufgearbeitet Im vorliegenden Fall erfolgt dies durch aufsteigende fraktionierte Fallung, beginnend mit 1,7 
M Ammoniumsuifat, anschlieBender Protaminsulfat(3 g/l)-Trennung und anschlieGender Fallung des Proteins 
55 durch 2,5 M Ammoniumsuifat. Das so erhaltene vorgeremigte Produkt wird saulenchromatographisch waiter 
gereinigt. wobei nacheinander Butylsepharose, Phenylsepharose und zweimal Antonenaustausch-Chromato- 
graphie (pH 7,8. pH 6,6) erfolgt. Der Stamm DSM 7329 hat nach der 1 . Anionaustausch-Chromatographie 
einen Proteingehalt von 0.12 g.'l. der Stamm DSM 7330 nach der 2. Anionenaustausch-Chromatographie 
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elnen Proteingehalt von 0.1 g. l (nach Bredford). Die Protemremheit wird durch Gelelekirophorese bestimmt 

Der Enzym-Rohextrakt (21 g i) und die gereinigte Enzymlosung (0.1 gl Hydantomase) werden m den 
foigenden Beispielen eingesetzt. 

5 Beisplel 9: 

0.00575 mmol D-Methylthioethylhydantoin warden mit 100 1 Enzym in 900 I 0.1 M Tris HCI-Puffer pH 
8.5 bei 42'C 1 h inkubiert. Nach Beendigung des Aktivitatstests warden im Uberstand 0.00351 mmol D- 
Carbamoylmethionin gemessen, was einem Umsatz von 61 Moi% enispncht. 

ro 

Beispiel 10: 

0.00575 mmol L-Methylthioethylhydantoin wurden mit 100 I Enzym in 900 I 0.1 M Tris/HCl-Puffer pH 
8.5 bei 42'C 1 h inkubiert. Nach Beendigung des Aktivitatstests wurden im Oberstand 0.000863 mmol L- 
15 Carbamoylmethionin gemessen, was einem Umsatz von 15 Moi% entspricht. 

Beispiet 1 1 . 

0.00521 mmol D-Carbamoyimethionin wurden mit 100 I Enzym in 900 I 0.1 M Tris.HCl-Puffer pH 8.5 bei 
20 42*C 1 h inkubiert. Nach Beendigung des Aktivitatstests wurden \m Uberstand 0.000162 mmol 0- 
Methylthioethylhydantoin gemessen. was einem Umsatz von 3.1 Moi% entspricht. 

Beispiel 12: 

25 0.00521 mmol L-Carbamoylmethionin wurden mit 100 I Enzym in 900 I 0.1 M Tris/HCl-Puffer pH 8.5 bei 
42 'C 1 h inkubiert. Nach Beendigung des Aktivitatstests warden im Uberstand 0.0000521 mmol L- 
Methylthioethylhydantoin gemessen, was einem Umsatz von 1 .0 Mol% entspricht. 

Beispiel 13: 

30 

0.00521 mmol L-Carbamoylmethionin wurden mtt 100 I Rohextrakt in 900 I 0.1 M Tris/HCl-Puffer pH 8.5 
bei 42 'C 0.5 h inkubiert. Nach Beendigung des Aktivitatstests wurden im Uberstand 0.00521 mmol L- 
Methionln gemessen. 

35 Patentanspruche 

1. Mikroorganismus DSM 7329 und DSM 7330. 

2. Verfahren zur Herstellung von L-a-Aminosauren durch enzymatische Umsetzung emes L- und/Oder 
40 D,L-5-monosubstituierten Hydantoins und/oder einer D-. L- und/oder D,L-N-Carbamoyl-a-amtnosaure, 

dadurch gekennzeichnet, 

da3 die Umsetzung mtttels des Oder der Mikroorgamsmen DSM 7329 und/oder DSM 7330 und Oder 
mittels von diesen Mikroorgamsmen produzierten Enzymen erfoigt. 

45 3. Verfahren nach Anspruch 2. 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Umsetzung mit ruhenden Mikroorganismen erfoigt. 

4. Verwendung des Oder der Mikroorganismen DSM 7329 und Oder DSM 7330 zur Anzucht von Mutanten 
50 Oder Vananten dieser Mikroorganismen 

Oder zur Gewinnung eines eine Carbamoylase und'oder Hydafitomase und/oder Hydantoinracemase 
codierenden Gens 

Oder zur Insertion eines eine Carbamoylase und Oder Hydantomase und/oder Hydantoinracemase 
codierenden Gens in einen Mikroorganismus Oder in eme Zelle. 

55 
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